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ABSTRACT 
 
Vanda tricolor merupakan salah satu jenis anggrek yang memiliki bunga yang besar, warna yang 
mencolok, dengan aroma yang harum. Penelitian ini bertujuan untuk menginduksi pembentukan 
protocorm-like bodies (PLBs) dari eksplan daun dan batang (mengandung meristem tunas) 
Vanda tricolor var. pallida. Eksplan dikulturkan pada media ½ MS yang mengandung sukrosa 1% 
dengan variasi kombinasi zat pengatur tumbuh napphtalene acetic acid (NAA) (0,5-4.0 ppm), 6-
benzylaminopurine (BAP) (0,5-2,0 ppm), dan thidiazuron (TDZ) (0,5-2,0 ppm) selama 8 minggu. 
Pembentukan PLBs pada eksplan batang lebih banyak dibanding eksplan daun pada kombinasi 
NAA 1,0 ppm + BAP 0.5 ppm berdasarkan waktu pembentukan PLBs dan persentase eksplan 
membentuk PLBs, di mana PLBs mulai terbentuk setelah 4 minggu masa kultur, dan 70% 
eksplan batang mampu membentuk PLBs. 
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PENDAHULUAN 
Perbanyakan anggrek Vanda tricolor umumnya dilakukan dengan cara perkecambahan biji 
secara in vitro, sehingga hasil yang diperoleh tidak seragam dan menghasilkan warna bunga 
yang beragam. Berbagai studi perbanyakan anggrek secara in vitro banyak dilakukan dengan 
menggunakan eksplan nodus batang, jaringan daun, dan ujung akar, tetapi seringkali sulit 
beregenerasi dan kecepatan multiplikasi relatif rendah. Untuk mengatasi masalah ini, dilakukan 
upaya perbanyakan secara in vitro pada kultivar yang terpilih dengan cara membentuk PLBs atau 
embrio somatik melalui embriogenesis somatik.  
Lee et al (2013) berhasil membuktikan berdasarkan struktur morfologi dan perkembangannya, 
PLBs anggrek sebenarnya adalah sama dengan embrio somatik. Keunggulan embrio somatik 
yaitu jaringan meristem akar dan pucuk telah terbentuk saat embrio matang, bentuk anatomi dan 
sifatnya serupa dengan embrio zigotik benih biasa. Regenerasi membentuk tanaman lengkap 
mudah terjadi dari embrio yang matang.  
PLBs dapat diperbanyak secara langsung (embriogenesis langsung) dari berbagai eksplan daun  
(Khoddamzadeh et al., 2011), protocorm (Mahendran and Bai, 2012), pseudostem  (Roy et al., 
2012), daun kondisi etiolasi (Huang et al., 2014) dan tidak langsung (embriogenesis tak 
langsung)  dengan melalui fase terbentuknya kalus dari eksplan pangkal daun  urutan ke-2 dari 
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pucuk (Utami dkk., 2007), daun (Naing et al., 2011), PLBs (Huan et al., 2004; Mei et al., 2012), 
tunas pucuk dan daun muda (Romeida et al., 2016). 
 Keberhasilan induksi dan perbanyakan PLBs tergantung dari jenis eksplan, media dan 
komposisi zat pengatur tumbuh, serta genotipe. Media dan komposisi zat pengatur tumbuh yang 
tidak tepat menyebabkan PLBs gagal terbentuk atau beregenerasi. Zat pengatur tumbuh 
merupakan salah satu faktor yang menentukan keberhasilan embriogenesis somatik, seperti 
auksin dan sitokinin (Chen and Chang, 2001). 
Pada anggrek ada beberapa metode mikropropagasi berdasarkan macam eksplan, antara lain 
organogenesis langsung membentuk tunas dari eksplan potongan nodus dari batang (Shiau et 
al., 2005), induksi planlet dari embrio/biji anggrek, serta pembentukan PLBs dari pucuk, ujung 
akar, batang, tangkai bunga (Chen et al., 2002), dan protocorm (Chen and Chang, 2004)  melalui 
embriogenesis langsung. 
 Berdasarkan uraian di atas, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jenis zat pengatur 
tumbuh yang tepat untuk menginduksi PLBs pada eksplan daun dan batang Vanda tricolor Lindl. 
var. pallida. 
 
METODE PENELITIAN 
Bahan Penelitian 
Penelitian dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Tanaman, Fakultas Teknobiologi, Universitas 
Surabaya dari bulan Januari hingga Juni 2016. Materi penelitian menggunakan eksplan daun dan 
batang  (mengandung meristem) dari planlet  in vitro Vanda tricolor Lindl. var. pallida hasil selfing 
diperoleh dari nursery Handoyo Orchids, Malang. Media yang digunakan adalah media dasar 
Murashige-Skoog (MS), dan sebagai bahan pemadat digunakan Phytagel (Sigma). 
 
Metode Kerja 
Eksplan potongan daun dan batang ditanam pada media dasar ½ MS dengan sukrosa 1% yang 
diberi berbagai perlakuan kombinasi zat pengatur tumbuh seperti terlihat pada Tabel 1 berikut: 
 
 Tabel 1. Kombinasi zat pengatur tumbuh dalam media MS 
Kode Jenis dan konsentrasi zat pengatur tumbuh 
N0.5 B0.5 NAA 0.5 ppm + BAP 0.5 ppm 
N1.0 B0.5 NAA 1.0 ppm + BAP 0.5 ppm 
N2.5 B1.5 NAA 2.5 ppm + BAP 1.5 ppm 
N4.0 B2.0 NAA 4.0 ppm + BAP 2.0 ppm 
N0.5 T0.5 NAA 0.5 ppm + TDZ 0.5 ppm 
N1.0 T0.5 NAA 1.0 ppm + TDZ 0.5 ppm 
N2.5 T1.5 NAA 2.5 ppm + TDZ 1.5 ppm 
Proceeding Seminar Nasional Biodiversitas VI, Surabaya 3 September 2016 
 
174 
 
N4.0 T2.0 NAA 4.0 ppm + TDZ 2.0 ppm 
B0.5 BAP 0.5 ppm 
B1.0 BAP 1.0 ppm 
B1.5 BAP 1.5 ppm 
B2.0 BAP 2.0 ppm 
T0.5 TDZ 0.5 ppm 
T1.0  TDZ 1.0 ppm 
T1.5 TDZ 1.5 ppm 
T2.0  TDZ 2.0 ppm 
 
Kultur diinkubasi dalam ruang pada temperatur 25
o
C dengan intensitas cahaya 3000 lux selama 
16 jam. Kultur dipelihara selama 6 bulan dengan subkultur sebanyak 3 kali. 
 
Rancangan Penelitian 
Penelitian merupakan percobaan 2 faktor  yang disusun menggunakan rancangan acak lengkap.  
Faktor  pertama macam eksplan ( daun dan batang mengandung meristem) dan faktor kedua 
komposisi zat pengatur tumbuh (16 kombinasi zat pengatur tumbuh), dengan 20 ulangan 
(eksplan) setiap kombinasi perlakuan. Analisis data menggunakan ANAVA  faktorial dan uji lanjut 
Duncan pada α=5%.  
Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah waktu terbentuknya PLBs langsung dari 
eksplan, persentase eksplan yang mampu membentuk PLBs, dan jumlah PLBs per eksplan. 
Pengamatan dilakukan setiap minggu. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Induksi PLBs pada eksplan daun dan batang 
Dari pengamatan pada seluruh perlakuan jenis dan konsentrasi zat pengatur tumbuh pada 
eksplan daun dan batang ternyata eksplan daun memiliki kemampuan sangat rendah membentuk 
PLBs, dan pada awalnya daun sangat mudah mengalami pencoklatan (Gambar 1A), kemudian 
baru mulai  terbentuk PLBs pada 12 minggu masa kultur dan terjadi proliferasi PLBs pada NAA 
1.0 ppm dikombinasi dengan BAP  0.5 ppm (Gambar 1B). Menurut Dwiyani (2012) anggrek 
Vanda tricolor L. var. suavis mengandung senyawa fenolik yang lebih tinggi pada jaringannya 
dibanding anggrek Phalaenopsis amabilis, sehingga memacu terjadinya pencoklatan eksplan. 
Pencoklatanmerupakan hasil oksidasi senyawa fenolik dan menyebabkan kematian jaringan. 
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Gambar 1.  Eksplan daun Vanda tricolor Lindl. var. pallida yang membentuk PLBs.  A. Awal 
pembentukan PLB 12 minggu masa kultur.  B. Proliferasi PLBs 16 minggu masa 
kultur 
 
Eksplan batang yang mengandung meristem mampu merespon dan lebih cepat membentuk 
PLBs, tanpa terjadi pencoklatan pada eksplan batang (Gambar 2A).  Gambar 2B menunjukkan 
proliferasi PLBs dari eksplan batang pada zat pengatur tumbuh NAA 1.0 ppm dan BAP 0.5 ppm 
juga lebih cepat di mana dihasilkan 10 PLBs per eksplan dalam waktu 8 minggu masa kultur 
(Tabel 2)  Setelah 20 minggu masa kultur di medium yang sama dengan dua kali subkultur, PLBs 
terlihat mulai beregenerasi membentuk tunas (Gambar 2C). PLBs lebih cepat terbentuk pada 
batang yang mengandung meristem dibanding daun, karena sel meristem merupakan sel muda 
dengan kecepatan pembelahan yang sangat tinggi sehingga kemampuan regenerasi lebih tinggi, 
sedangkan daun terdiri dari sel dewasa yang sudah terdiferensiasi sehingga lebih sulit dan butuh 
waktu kembali ke kondisi dediferensiasi untuk menjadi bersifat meristematik kembali. 
 
                                            
 
 
 
Gambar 2.  Eksplan batang Vanda tricolor Lindl. var. pallida yang membentuk PLBs.  A. Awal 
pembentukan PLB 4 minggu masa kultur.  B. Proliferasi PLBs 8 minggu masa kultur. 
C. PLBs 20 minggu masa kultur. 
 
 
Pengaruh zat pengatur tumbuh dalam medium tumbuh terhadap eksplan daun dan 
batangBerdasarkan Tabel 2 diketahui bahwa respon batang membentuk PLBs lebih baik dari 
pada daun pada beberapa kombinasi jenis dan konsentrasi zat pengatur tumbuh.  
 
A B 
A B C 
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Tabel 2.  Pengaruh jenis zat pengatur tumbuh pada eksplan daun dan batang terhadap 
persentase eksplan membentuk PLBs serta jumlah PLBs Vanda tricolor Lindl. var. pallida 8 
minggu setelah kultur 
Perlakuan jenis dan 
konsentrasi zat pengatur 
tumbuh (ppm) dengan macam 
eksplan 
Eksplan 
Waktu awal 
pembentukan 
PLBs (minggu) 
Persentase 
eksplan 
membentuk PLBs 
(%)  
Jumlah PLBs per eksplan 
0.5 ppm NAA + 0.5 ppm BAP 
Daun - 0
a
 0 
 
Batang 4 20
c
(4/20) 8 
1.0 ppm NAA + 0.5 ppm BAP 
Daun 12 10
b
(2/20) 1 
 
Batang 4 70
d
(14/20) 10 
2.5 ppm NAA + 1.5 ppm BAP 
Daun 14 
5
ab
(1/20) 
1 
 
Batang 4 20
c
(4/20) 5 
4.0 ppm NAA + 2.0 ppm BAP 
Daun - 0
a
 0 
 
Batang - 0
a
 0 
0.5 ppm NAA + 0.5 ppm TDZ 
Daun - 0
a
 0 
 
Batang 5 10
b
(2/20) 4 
1.0 ppm NAA + 0.5 ppm TDZ 
Daun - 0
a
 0 
 
Batang 6 10
b
(2/20) 3 
2.5 ppm NAA + 1.5 ppm TDZ 
Daun - 0
a
 0 
 
Batang - 0
a
 0 
4.0 ppm NAA + 2.0 ppm TDZ 
Daun - 0
a
 0 
 
Batang - 0
a
 0 
0.5 ppm BAP 
Daun - 0
a
 0 
 
Batang - 0
a
 0 
1.0 ppm BAP 
Daun - 0
a
 0 
 
Batang - 0
a
 0 
1.5 ppm BAP 
Daun - 0
a
 0 
 
Batang - 0
a
 0 
2.0 ppm BAP 
Daun - 0
a
 0 
 
Batang - 0
a
 0 
0.5 ppm TDZ 
Daun - 0
a
 0 
 
Batang - 0
a
 0 
1.0 ppm TDZ 
Daun - 0
a
 0 
 
Batang - 0
a
 0 
1.5 ppm TDZ 
Daun - 0
a
 0 
 
Batang - 0
a
 0 
2.0 ppm TDZ 
Daun - 0
a
 0 
 
Batang - 0
a
 0 
 Ket.: angka-angka yang diikuti oleh huruf yang berbeda pada kolom yang sama berarti berbeda nyata 
menurut Uji Duncan pada α=5%. Data persentase ditransformasi dengan arcsinx+0.5. Data rerata berasal 
dari 3 ulangan. 
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Media ½ MS dengan sitokinin secara tunggal tanpa auksin tidak mampu menginduksi 
terbentuknya PLBs baik pada eksplan daun maupun batang. Induksi PLBs secara langsung baik 
pada eksplan batang maupun daun Vanda tricolor Lindl. var. pallida terjadi pada kombinasi 
auksin (NAA) dan sitokinin (BAP maupun TDZ), dan terbaik pada NAA 1.0 ppm dan BAP 0.5 
ppm.  Hal ini sejalan dengan penelitian Chen dan Chang (2006) yang menyatakan bahwa 
kombinasi NAA 0.01 mg/l dan TDZ 0.03 mg/l efektif menginduksi terbentuknya PLBs dari eksplan 
daun Phalaenopsis amabilis. 
Eksplan batang mampu membentuk PLBs lebih awal dibanding daun seperti terlihat pada 
Gambar 3, dan PLBs hanya terbentuk pada medium ½ MS yang mengandung zat pengatur 
tumbuh kombinasi auksin dan sitokinin. 
 
Gambar 3. Diagram pengaruh jenis dan konsentrasi zat pengatur tumbuh pada eksplan daun dan 
batang Vanda tricolor Lindl. var. pallida  terhadap waktu awal terbentuk PLBs 
 
Dari Gambar 3 terlihat saat awal pembentukan PLBs langsung dari eksplan batang terjadi mulai 
minggu ke-4 hingga 6 setelah kultur pada kombinasi NAA (0.5-1.0 ppm) dan BAP (0.5-1.5 ppm) 
atau TDZ 0.5 ppm. Sebaliknya pada eksplan daun, pembentukan PLBs baru terjadi mulai minggu 
ke-12 pada kombinasi NAA (1.0 dan 2.0 ppm) dan BAP (0.5 dan 1.5 ppm).  Hasil penelitian Soe 
et al. (2014) menyebutkan pembentukan PLBs dari potongan PLBs terjadi pada anggrek 
Phalaenopsis hybrids dan Dendrobium hybrids setelah 6 minggu masa kultur di medium MS yang 
mengandung NAA 0.1 µM dan BAP  10.0 µM. Menurut George and Sherrington (1984), jenis dan 
konsentrasi auksin dan sitokinin yang dibutuhkan untuk menginduksi terjadinya morfogenesis 
sangat beragam pada eksplan yang digunakan, baik antar genus, antar species, bahkan antar 
kultivar. 
 
KESIMPULAN 
Bagian batang yang mengandung meristem anggrek Vanda tricolor Lindl. var. pallida lebih 
mudah dan cepat membentuk PLBs 
Kombinasi NAA 1.0 ppm dan BAP 0.5 ppm  pada medium ½ MS terbaik menginduksi PLBs dari 
eksplan batang Vanda tricolor Lindl. var. pallida. 
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